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MU internationalem Recherchenbericht, 



(54) Title: REINFORCED CLUSTER OPTICAL SENSORS 

(54) Bezeidmung: CLUSTER VERSTARKIER OPTTSCHER SENSOR 




(57) Abstract 



The invention concerns an optical sensor characterized in that interacting linkers are immobilized at a spacing of less than 1 urn from 



a layer with analytes which reflects electromagnetic waves to which electrically 
are bonded. 

(57) Zusammenfassung 



conducting clusters with a diameter of less than 500 nm 



Ein optischer Sensor wird vorgestellt, dadurch gekennzeichnet, dafi im Abstand von weniger als 1 ^m zu einer elcktromagnetische 
Wellen reflektierenden Schicht mit Analyten wechselwirkende Linker immobilisiert sind, an welche elektrisch leitende Cluster mit einem 
Durchmesser von weniger als 500 nm gebunden sind. 



i 



i 
i 



i 



LEDIQUCH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifiacnmg von PCT-Votragsstaaten auf den Kopfbdgcn der Sduiftcn, die infmatianale Anmeldungcn gemflss dem 
PCX verOffentlichen. 



AL 


Albanien 


ES 


Spaoien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenlen 


AM 


Armenien 


n 


Finnland 


LT 


Utauen 


SK 


Slowakei 


AT 


Osterrdch 


FR 


Frankreich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegil 


AU 


Australien 


6A 


Oabun 


LV 


Lettland 


SZ 


Swasiland 


AZ 


Aserbaldsduo 


GB 


Veiielnigtes KOnlgreidi 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosnien-Heizegowina 


GB 


Oeoijien 


MD 


Republik Moldaa 


TG 


Togo 


BB 


Baibados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


Tjr 


Tadschikistan 


BE 


Belgien 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehemaligB jugoilawische 


TM 


Tuxknenistan 


BF 


Burkina Paso 


OR 


Oriechenland 




Republik MazMkmien 


TO 


Tbkei 


BG 


Bidgariea 


HU 


Ungani 


ML 


Mati 


TT 


Ttinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IB 


Irland 


MN 


Mongolel 


UA 


Ukraine 


BR 


Bnsifien 


XL 


Israel 


MR 


Maiuetanien 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Vereinigte SCaaten voo 


CA 


Kanada 


rr 


ludien 


MX 


Mexiko 




Amerika 


CF 


Zentralafrikanische Repablik 


JP 


Japan 


NB 


Niger 


uz 


Usbddstan 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


Niederiande 


VN 


Vietnam 


CH 


Schweiz 


KG 


Kirgisistan 


NO 


Noiwegen 


YU 


Jugoslawien 


a 


Cdte d'lvoira 


KP 


Demokralische VolksnpuUik 


NZ 


Neuseeland 


ZW 


Zimbabwe 


CM 


KaincniD 




Korea 


PL 


Poleo 






CN 


Giina 


KR 


Republik Korea 


PT 


Poztugal 






CU 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


Rumlnien 






CZ 


Tachedusche Republik 


LC 


St Lucia 


RU 


Russiscbe FAderaiion 






DE 


DeotsdUand 


U 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


Dflnemaik 


LK 


SriUnka 


SE 


Sdnvedea 






EE 


BaUand 


LR 


Liberia 


5G 


Singapur 







I 

♦ 

wo 98/48275 1 PCT/AT98/00101 

CLUSTER VERSTARKTER OPTISCHER SENSOR 
Die Erfindung bezieht sich auf ein neuartiges Mefipnnzip zum Aufbau von Sensoren und 2ur 

i 

Verwendung in der Bioinformatik. Die Technologie beniht dabei auf einem neuartigen 
piasmonoptischen MeBsystem unter der Verwendung von Clustem, mit welchem 
insbesondere Nukleinsauren, Proteine und deren! Liganden erfaBt werden kdnnen. Die 
genannten Analyte induzieren dabei die Bindung oder Abtrennung von metaHischen Clustem, 
die in einem bestimmten Abstand zu einer reflektierenden, vorzugsweise elektronenleitenden 
OberflSche, gebunden werden bzw. warden. Die Bindung oder Abtrennung wird durch die 
Resonanzverstarkung der Cluster, bei der die Cluster mit ihren Spiegeldipolen wechselwirken, 
in ein leicht meBbares optisches Signal umgewandelt. Es besteht heute groBer Bedarf an 
raschen, einfachen und billigen Testverfahren, in der medizinischen Diagnostik sowie der 
Lebensmittel- und der Umweltanalytik. Dabei werden immer grfiOere Anforderungen an 
Empfindlichkeit, Selektivitat und VerlaBlichkeit bei maximaler Einfachheit des MeBvorgangs 
gestellt. Die Erfindung zielt darauf ab, durch einen neuartigen MeBaufbau, grundlegende 
technische Einschrankungen etablierter Analyseverfahren zu beseitigen. Aufbauend auf dieser 
Technologie konnen rasche und sichere Schnelhests fiir Klinik und Labor verwirklicht 

i 

werden. Als primare Anwendungsbereiche konnen z.B. die Diagnose von Hamwegsinfekten, 

I 

Allergen-Screening, die Quantifizierung von Baktericnkontaminationen in Lebensmitteln oder 
die Messung der Blutglukose genannt werden. 

Die mit Bezugszeichen versehenen Teile des erfindungsgemaBen Aufbaus sind wie folgt 

f 

zuzuordnen: 1 = Tragermaterial, 2 = reflektiercnde Schicht (vorzugsweise elektronenleitende 

I 

Metall Oder Clusterschicht), 3 = 0-500 nm Abstandsschicht, 4 = nanometrische, nichtleitende 

f 

Partikel, 5 = chemisch reaktiver Oberflachenanker, 6 Linker (z.B. DNA, Proteine, ...) 7 = 

Cluster, 8 = Analyt, 9 = gespaltener Linker (z.B von einem Analyt gespalten), 10 = nicht 

I 

gespaltener Linker, 11 = nach Anlagening eines katalytisch aktiven Analyten, 12 = Sensor 
Aufbau nach der Spaltung des Linkers, 13= Abdissoziation des Clusters mit einem darin 

ERSATZBUn(RE6EL26) 
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verankerten Teil des Linkers, 14 = Freie gespaltene Cluster-Linker Konjugate, 15 = * 

i 

Elektroden auf oder nahe dem Chip oder Magnet, 16 ='Analyt bindendes MolekQl z.B. DNA, 
Protein, 17 Analytanalog. 

Der Sensor besteht aus einer Metallschicht auf einem Tragermaterial, einer inerten 
Abstandsschicht, z.B. mittels Photolackschleuder oder Aufdampfen aufgebracht, auf der 
vereinzelt mil Clustem gekoppelte Linkermolekule gebunden sind. Der Durchmesser der 
Cluster wird vorzugsweise kleiner als 40 nm gewShlt. Wenn der Analyt mil dem Linker 
interagiert, induziert er eine Anderung der Belegungsdichte der Clusterschicht im 
moiekularen MaBstab, oder Anderungen in der rSumlichen Anordnung der gebundenen 
Cluster ain Sensor. Dies fiihrt zu den charakteristisclien Anderungen der optischen 
Erscheinung der Sensoroberflache. Die durch den anormalen optischen EfFekt gefarbte 
Oberflache wird dabei durch die katalytische oder biorekognitive Wirkung des Analyten oder 
durch Zusatz einer enzymatischen aktiven Komponenten verSndert. Metallische Clusterfihne 
mit einem mittleren Clusterdurchmesser kleiner als 50Q nm (vorzugsweise kleiner als 40 nm, 
um Multipol-Peaks im Spektrum zu unterdrucken) weisen starke schmalbandige 

V 

Reflexionsminima auf, deren spektrale Lagen extrep empfindlich von der raumlichen 
Anordnung insbesondere dem Abstand zur elektronenleitenden Oberflache abhangen. 
Der Sensoraufbau kann selbst geringste Anderungen der Oberflachenbeleguing mit Cluster in 
ein klar erkennbares optisches Signal umwahdeln, entvveder in eine starke 

Extinktionsanderung bei einer bestimmten WellenlSnge, oder in eine spektrale Verschiebung 

1 

des Absorptionsmaximums. ErfindungsgemSB ist es moglich, biorekognitive 

i 

Bindungsprozesse und die katalytische Aktivitat von Proteinen durch die Verwendung von 
OberflSchen-gebundenen Clustem in ein optisches Signal (= Farbandenmg der 
Sensoroberflache) umzuwandeln. 

k 
J 

Beispielhafte kann die Sensitivitat des Meflaufbaus wie* folgt berechnet werden: 25 nm groBe 
Cluster werden im Raster von 100 Nanometern angeordnet. Bei einer optischen Auflosung 
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von 1/10 mm, entspricht eine Anderung der SignalstSrke urn 10% 2xl0e5 MolekOien. Diese 
Sensitivitat wurde experimentell mit einem Antikorperl- Antigen Aufbau nachgewiesen. Die 
Verwendung katalytisch aktiver Analyte erhoht die Empfindlichkeit nochmals urn einige 
Zehnerpotenzen und erlaubt damit EinzelmolekQldetektion. 

Nanocluster (bevorzugt Silber-, Aluminium- oder Goldcluster) kOnnen aber sogenannte 
„biochemische Linker" in definiertem Abstand zurf metallisierten Oberflache gebunden 
werden. Werden diese Linker durch biochemische Rekognition oder Katalyse durchschnitten 
Oder ihre raumliche Anordnung verSndert, so ftlhrt das zu einem detektierbaren Signal. 
ErfmdungsgemaU werden z.B. Oligonukleotide als Linker verwendet, welche durch den 
Analyten geschnitten werden ( 2.B. Restriktionsenzyme aus Mikroorganismen) (siehe Fig. 1 
und 2). Viele pathogene Mikroorganismen exprimieren spezifische Restriktions- 
Endonukleasen und konnen daher mit Hilfe des neuen Einwegmefisystems rasch, ohne 
aufwendige apparative Ausfuhrung, in der Arztpraxis oder im Labor, nachgewiesen werden. 
Dies ermoglicht z.B. die DifiFerentialdiagnose von Harnwegsinfekten durch direkten E. Coli 

Nachweis (Erreger von 60 % aller Harnwegsinfekte). Ebenso kann eine schnelle und 

I' 

verlaBiiche Screening-Methode filr bakterielle Kontamination in Lebensmitteln aufgebaut 
werden. 

Die neuartige Technologic basiert auf verstarkten Cluster Plasmonen, die in einer sehr 
einfachen und reproduzierbaren Weise die AktivitSt von chemisch reaktiven Spezies in ein 
optisches Signal umwandeln. ; 

i 

Der Aufbau des Sensors besteht im Wesentlichen darin,:daB 

1 . im Abstand von weniger als 1 ^im zu 

j 

2. einer reflektierenden, vorzugsweise elektronenleitenden Oberflache, 

3. Linker immobilisiert werden, an die t 

4. direkt oder indirekt elektrisch leitende Cluster gebuiiden sind. 

Metallische Cluster konnen somit z.B. auf die Oberflache eines inerten (nichi reaktiven) 
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Polymers angelagert warden und konnen auf der Polymeroberflache uber biochemische 
Linker in definiertem Abstand zur Metalloberflache angeordnet werden. Die Linker konnen 
entweder geschnitten werden, oder ihre rSumliche Anordnung kann durch biochemische 
Rekognition oder Katalyse geSndert werden. wasisodann beides zu einem optischen 
detektierbaren SignaJ fiihrt. Fur ein DNA/RNA-Testsystem konnen Oligonukleotide als 
Linker eingesetzt werden, die daraufhin durch Restriktibnsenzyme geschnitten werden. 
Die vorliegende Erfindung unterscheidet sich vom Gegenstand der Patentanmeldung 
„Optochemischer Sensor sowie Verfahren zu seiner Herstellung", Osterr. Patent A 753/94 
vom 12.04.1994, US-Patentanmeldung 08/419, 615 vom 10.04,1995 durch grundlegende 
strukturelle Merkmalc: Die hier angemeldete Aufbau.'beinhaltet keine reaktive Matrix, die 
vorzugsweise Volumen Anderungen ausfiihren soli, Der neuartige Aufbau basiert auf einer 
Anderungen der Cluster-Belegungsdichte, dabei sind analytwechselwirkende chemische 
Linkermolekule in definiertem Abstand zu einer reflektierenden Schicht gebunden. 
Die Bezeichnung anormale Eigenschaft eines Metallfilms bezieht sich auf ein starkes 
Absorptionsmaximum, zumeist im sichtbaren Spektralbereich, welches durch die raumliche 

Lokalisienmg der Leitungsbandelektronen in den Grenzen des nanometrischen Partikels 

\ 

bewirkt wird. Diese raumliche Lokalisienmg steht im Gegensatz zur freien Mobilitat der 
Elektronen in einem makroskopischen Stuck Metall (die freie Mobilitat der Elektronen ist 
verantwortlich fur die starke Reflexion, allgemein metallischer Glanz genannt). 
Ein metallischer Cluster in einem defmierten Abstand zu einer metallischen Oberflache 
interagiert elektrodynamisch mit der benachbarten Metallschicht. Bei einem defmierten 
Abstand der absorbierenden Clusterschicht von der Metalloberflache kann das elektrische 
Feld, das von der Metalloberflache zuruckgeworfen wird in der gleichen Phase wie die 

einfallende elektromagnetische Welle zu liegen kommen. Der daraus resultierende 

J 

Ruckkopplungsmechanismus verstarkt den effektiven Absorptionskoeffizienten der 
Clusterschicht. Da bei einer gegebenen Schichtdicke der Abstandsschicht die optimale 
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r 
i 

Phasenverstarkung nur von der Frequenz des eingestrahlten Lichtes abhSngt, iSBt sich das 

i 

System durch schmale und starke Reflexionsminima definieren. Die Intensitat der 
Absoiptionsbande ist in einem weiten Belegungsbereich mit Cluster direkt proportional der 
Anzahl der Cluster Jede Reduktion der Anzahl der Cluster durch chemische Abspaltung 
resultiert daher in einer Vemngerung der Absorption des resonanten Systems. Bei hohen 
Oberflachenbelegungen wird zusatzlich durch Cluster-Cluster Wechselwirkungen eine 
spektrale Verschiebung beobachtet (siehe Fig. 2). - 

Die optische Verhalten des Sensors kann durch die sogenannte Stratified Medium Theorie 
Oder die CPS-Theorie (welche von Chance, Prock und Silbey erstmals vorgeschlagen wurde) 
beschrieben werden. Diese Theorien beruhen entweder auf dem Verhalten eines optischen 
DUhnfilms oder auf dem Verhalten eines polarisierbaren Partikels nahe einer 
Metalloberflache. Die Stratified Medium Theorie kann zur Berechnung jeder Art optischer 
Dunnfilme verwendet werden. Sie beruht auf der L6sung der Maxwell Gleichungen unter den 

Randbedingungen, daB Phasengrenzen und Phasendicke der unterschiedlichen Materialien 

i, 

vorgegeben sind. Um die Stratified Medium Theorie anwenden zu konnen, mussen daher alle 
optischen Konstanten der vier Schichten (Oberflache, Abstandsschicht, Linker Schicht und 
Clusterschicht) bekannt sein. Die optischen Konstanten eines Inselfilms hangen sehr stark von 
chemischen und physikalischen Parametem ab und m[ussen daher experimentell bestimmt 
werden. Um diese Konstanten bestimmen zu kSnnen: mussen zumindest Reflexions- und 
Transmissionsspektren der Cluster bekannt sein. Aus theoretischen Berechnungen kann 
geschlossen werde. daB eine mittlere Massendicke von 3-7 nm ein maximales Signal erwarten 

laBt. Abhangig von der Anzahl der Linker gebundenen Cluster kann das Reflexionssignal um 

i 

bis zu drei GroBenordnungen variieren. Unter optimierten Anregungs- und MeBbedingungen 
konnen sogar einzeine Cluster beobachtet werden. Bedingt durch die partikulare Struktur des 
Cluster Oder KoUoidfilms gibt es keinerlei Diffusionsbarrieren flJr Gase oder FlOssigkeiten. 
Die Analytkonzentration kann mit hoher Sensitivitat durch Betrachtung der SensoroberflSche 
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t. 

ohne Zuhilfenahme technischer Hilfsmittel bestimmt werden. Um den unspezifischcn 
Hintergrund durch die Eigenfarbung der Probe zu reduzieren kann jedoch eine zwei Winkel 
Messung eingesetzt werden. Wahrend die Absorption yon Chromophoren unabhSngig vom 
Winkel der Beobachtung ist verschiebt sich das spektrale Reflexionsminimum stark mit dem 
Beobachtungswinkel. Daher kann durch einfach Subtraktion beider Signale der Hintergrund 
durch Matrixeffekte auf einfache Weise eliminierte werden. 

ErfindungsgemaO kann ein Sensor zur Messung spezifischer DNA und RNA Sequenzen in 
der Weise aufgebaut werden, daO nach Hybridisierung der Analyt-DNA/RNA mit dem 
Linkemukleotid sich eine neue Restriktionsschnittsteile bildet. Nach Inkubation mit einem 
Restriktionsenzym kann daher die geschnittene DNA/RNA mit den daran gebundenen 
Clustern durch einen einfachen Waschschritt von der OberflSche entfemt werden. Durch die 
Temperaturstabilitat aUer Komponenten ist eine direkte Kombination mit PGR mSglich. 
In analoger Weise konne auch Restriktionsenzyme nachgewiesen werden, die doppelstrangige 
Linker schneiden, oder eine HIV Protease, welche einen HIV spezifischen Peptidlinker 

sclineidet. Insbesondere der Nachweis bakterieller Restriktionsenzyme erfordert den 

1 

AufschluB von Zellen im Rahmen des Meflvorgangs, die Zellen kSnnen dabei aufgebrochen 

Oder permeiert werden, was fiir die SensitivitSt von Igrundlegender Bedeutung ist. Eine 

i 

Anwendung dieses Sensors ist im Bereich der molekularbiologischen Forschung zur 

i 

Bestimmung von Aktivitat oder Reinheit von Restriktionsenzymen. 

Die folgenden vier Beispiele beschreiben die technische Realisierung des Sensors: 

Beispiel 1 (siehe Fig. 3) 

i 

Statistische Kopplung von Linkern nach einem chemischen Standardprotokoil an einen mit 

f 

einer Photolackschleuder hergestellten inerlen nanometrischen Dunnfilm. 
Beispiel 2 (siehe Fig. 4) \ 

i 

Verwendung nanometrischer Partikel insbesondere aus Poiystyrol als Distanzschicht. Diese 

i 

Aufbau ermoglicht homogene Schichtdicken auf unebenen und gekriimmten Oberflachen. 

t 
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Beispiel 3 (siehe Fig. 5) 

Die Technoiogie verwendet eine verbesserte Version der Mikrostrukurierung 

Beispiel 4 (siehe Fig. 6 und 7) ; 

Diese Technoiogie verwendet elektrophoretische Bewegung von Clustem. 



Beispiel 1: Auf Polyethylenterephtalat welches mit Aluminium metallisiert ist (Widerstand 
2Q) v^ard eine 6%ige LSsung von Polyhexylmethacrylat mit der Photolackschleuder 
aufgebracht (4000 rpm, 60 s). Die Oberflache des DOnnfilms wird mit Sauerstoffplasma 
chemisch hydroxyliert, carboxyliert und carbonyliert. Mit unspezifischer Adsorption oder mit 
einem wasserloslichen Carbodiimid wird daran sodann ein glykosyliertes Protein oder 
Zuckerderivat gebunden. Sodaim wird das tetravalente Concanavalin A an diese Schicht 

t 

i 

gebunden, wobei eine chemisch reaktive, zuckerbindende Oberflache entsteht. 
Goldkolloide mit einem Durchmesser von 14 nm werden mit einem glykosylierten Protein 
stabilisiert (z.B. Peroxidase). Aggregation und die unspezifische Adsorption wird durch 
Zugabe von 0.1% Tween 20 unterdruckt. Nach ;Zugabe des Analyten erfolgt der 

i 

Bindungsvorgang unter kompetitiver Reaktion an der Chipoberflache. Dabei werden die 
gebundenen Cluster den gewunschten optischen Effekt zcigen, da sie in defmiertem Abstand 

i 

von der reflektierenden Oberflache festgehalten werden.; 

i 

i 

Beispiel 2: Nanometrische Partikel auf Polystyrol sind ebenfalls als Abstandsschicht geeignet. 
Eine durch Bedampfung hergestellte Silberoberflache vWrd mit einer 2%igen Losung von 
Cystamin (30 Minuten) zur Reaktion gebracht wobei sich ein „Selfassembling Monolayer" 

; 
J 

mit freien Aminogruppen ausbildet Carboxylierte Polystyrolkugeln (Durchmesser z.B. 50 

\ 

nni) konne sodann in einem ZweischrittprotokoU mit wasserloslichem Carbodiimid an die 

I 

Aminogruppen gebunden werden. In analoger Weise kSnnen carboxylierte Polystyrolkugeln 

auch an aminosilanisierte Metalloberfl^chen gebunden werden. Wenn die Bindungsreaktion 

r 
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abgeschlossen ist bildet sich ein dichter, chemisch reaktiver, zweidimensionaler Raster von 
spharischen Partikeln aus. Auf den Kunststoffkugeln konne sodann Gligonukleotide mit 
einem kunstlich eingefUhrten Aminoterminus mit z.B. Avasserloslichenr) Carbodiimid 
gebunden warden. Dabei ist die Zugabe von Imidazol notig, urn die Reaktivitat des 
Carbodiimid selektiv auf die terminale Aminofunktion zu reduzieren. 

Beispiel 3: Carboxylierte Kugein von Polystyrol werden auf die in Beispiel 1 beschriebene 
Polymethacrylatschicht mit Hilfe biftinktioneller aber spaltbarer Vemetzer gebunden. Die 
aberschiissigen reaktiven Gruppen des Polymers werden via Esterbindung inaktiviert. Die 
Kugein formen ebenfalls einen zweidimensional geordneten Gitterraster, der nach Spaltung 
der Vemetzer (z.B. Spaltung von SS-Brucken mit Hilfe eines Reduktionsmittels) einen 
zweidimensionalen Abdruck von reaktiven SH Gruppen auf der Oberflache hinterlafit. Die 
reaktiven SH-Gruppen konnen sodann als Ankerpunkte! fiir die geordnete Immobilisierung der 
Linker (z.B. Qber lodacetyl-Aktivierung) dienen. 

Beispiel 4: Dieser Sensor wird gleichartig aufgebaut wie in Beispiel 1, zusStzlich werden 
jedoch zumindest zwei Elektroden (zumeist aus Ptj Au, Ag, Pd oder Stahl) am Chip 
angebracht . um Mikroelektrophorese zu ermoglichen. Es erweist sich insbesondere als 
vorteilhaft die Distanzschicht selbst elektrisch- oder ionenleitfahig auszubilden und als 
Elektrode zu verwenden. Dabei kann z.B. Indiumzinnoxid aus Plasma aufgedampft werden, 
oder ein ionenleitendes Polymer eingesetzt werden. Das Anlegen eines elektrophoretischen 
Signals induziert die Bewegung der elektrisch leitenden Cluster. Dazu kann entweder die 
lokale Konzentration erhSht werden oder aber ungebundene Cluster entfemt werden. Damit 
kann die Analysezeit deutlich verringert werden. In gleichartiger Weise konnen auch 
nanomagnetische Partikel z.B. Metall-Metalloxid (zumeist Eisen oder Chromoxid) durch 
(elektro-)magnetische Krafte bewegt werden. 
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PATENTANSPRUCHE 

1. Optischer Sensor, dadurch gekennzeichnet, daB (l);im Abstand von weniger als 1 \xm zu 
einer elektromagnetische Wellen reflektierenden Schicht (2) mit Analyten wechselwirkende 
Linker inimobilisiert sind, an welche (3) elektrisch leitende Cluster mit einem Durchmesser 
von weniger als 500 nm gebunden sind. 

2. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi als Linker DNA, RNA, 
Proteine, Peptide oder ihre Liganden verwendet werden. 

3. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Linker verwendet werden, 
welche durch den Analyten gespalten werden kdnnen. 

4. Optischer Sensor nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die Linker an die 
Oberflache einer inerten Zwischenschicht gebunden sind, wobei die Distanz zur 
reflektierenden OberflSche weniger als 500 nm betragt. I 

5. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die reflektierende Schicht 
aus Metall, einer MetalloberflSche oder aus einer Schicht von Metallclustem besteht 

6. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Linker ds-DNA, ds- 
RNA Oder ds-synthetische Analoga verwendet werden, welche durch Restriktionsenzyme 
gespalten werden konnen. 

7. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Linker ss-DNA, ss- 
RNA Oder ss-synthetische Analoga davon verwendet werden, welche mit dem Analyten 
hybridisieren. ^ 

8. Optischer Sensor nach Anspruch 7, dadurch | gekennzeichnet, daB der gebildete 
Doppelstrang durch ein Restriktionsenzym spaltbar ist, das die EinzelstrSnge nicht spaltet. 

9. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Cluster durch 
chemische Synthese erzeugt werden. 

\ 

10. Optischer Sensor nach Ansprudi 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Cluster aus der 

f 

Gruppe der Metalle Silber, Gold, Aluminium, Kupfer, Indium oder alien Metallen und 
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Legierungen welche keine stSrenden Interbandubergange besitzen gewahit warden. 

11. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Abstand zwischen 
Reflexionsschicht und Linkem durch die Aniagerung von nanometrischen Partikeln 
geeigneter GrGBe erzeugt wird. 

12. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine regelmSBige 
Anordnung von Linkem durch Aniagerung nanometrischer Partikel an die feflektierende 
Schicht erzeugt wird. 

13. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine regelmafiige 
Anordnung von Linkem durch chemische Abdrucke nach Aniagerung nanometrischer Partikel 
erzeugt wird. 

14. Optischer Sensor nach Anspmch I, dadurch gekennzeichnet, daB als Linker Proteine oder 
Peptide verwendet werden, die durch proteolytische Enzyme gespalten werden konnen., 

15. Optischer Sensor nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Linker Antigen- 
Antikorper oder Rezeptor-Ligand-Konjugate verwendet werden, wobei durch den Analyten 
eine Komponente verdrangt wird. • 

16. Optischer Sensor nach Ansprach 1, dadurch gekennzesichnet, daB das Signal durch eine 
zweite Population von Clustem verstarkt wird. ; 

17. Optischer Sensor nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, daB zusatzlich Elektroden 
zur elektrophoretischen Bewegung oder Magnete zur magnetischen Bewegung der Cluster 
angebracht werden. 

18. Verwendung des optischen Sensors nach zumindest einem der Anspruche 1 bis 17 zur 
Messung von Hormonen, Viren, Bakterien, Proteinen, Peptiden, naturhche und syntiietische 
toxische Substanzen, Pestiziden, DNA und RNA. 

19. Verwendung des optischen Sensors nach zumindest einem der Anspruche 1 bis 17 um ein 
einmal chemisch erzeugtes zweidimensionales Muster wiederholt ablesen zu konnen. 

; 
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